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ABSTRAKT 
Cílem bakalářské práce bylo izolovat genomovou DNA ze 7 mléčných výrobků (jogurty/ 
jogurtové mléko) v takové kvalitě, aby bylo možné ji použít pro PCR. K izolaci DNA byly 
použity magnetického částice (P(HEMA-co-GMA)). DNA byla reverzibilně adsorbována na 
mikročástice v přítomnosti 8% poly(ethylen glykolu) PEG 6000 a 5 M chloridu sodném. 
Absorbovaná DNA byla z mikročástic uvolněna do TE pufru o nízké iontové síle a použita 
jako DNA matrice do rodově specifické PCR Lactobacillus. Přítomnost DNA rodu 
Lactobacillus byla prokázána ve všech analyzovaných výrobcích. 
 
ABSTRACT 
The aim of the study was isolation of genomic DNA from 7 milk products (yogurts/ yogurt 
milk) in quality for use it in PCR. Magnetic microparticles (P(HEMA-co-GMA)) were used 
for the DNA isolation. DNA was reversibly adsorbed to the microspheres in the presence of 
8% poly(ethylene glycol) PEG 6000 and 5 M sodium chloride. The adsorbed DNA was 
released from the microspheres in a low ionic strength TE buffer and use as DNA matrix in 
genus specific PCR Lactobacillus. The presence of DNA of genus Lactobacillus was detected 
in all analysed products. 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Bakterie mléčného kvašení, jogurty, magnetický nosič, izolace DNA, Lactobacillus, 
amplifikační metody (PCR) 
 
 
KEY WORDS 
Lactic acid bacteria, yoghurts, magnetic microspheres, DNA isolation, Lactobacillus, PCR  
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1 ÚVOD 
 
Laktobacily jsou všudypřítomné bakterie, vyskytující se ve všech materiálech bohatých na 
sacharidy. Žijí ve společenstvích suchozemských a vodních živočichů, v jejich životním 
prostředí (rostliny, materiály rostlinného původu, hnojivo) a v jejich potravě (sýr, jogurt). 
Osidlují různá místa v těle člověka a živočichů jako je sliznice ústní dutiny, střeva a pochvy. 
Již brzy po narození je Lactobacillus ve velkém množství nalezen v gastrointestinálním 
traktu. Laktobacily jsou přítomni v potravě a v umělých lokalitách jako jsou odpadní vody a 
fermentující a kazící se potraviny. Proto je jejich přítomnost velmi úzce propojena s životy 
zvířat a lidí. [1] Mnoho druhů bakterií mléčného kvašení a dalších bakterií v potravinách se  
historicky používají dlouhou dobu. Tyto bakterie jsou obecně považovány za bezpečné – 
„generally regarded as safe“ (GRAS). Tento GRAS status zdůrazňuje jejich rostoucí využití 
v tradičních potravinách a v rostoucí řadě nových potravin a potravinářských produktů 
vyráběných tak, aby měly specifické výživné nebo jiné zdraví prospěšné účinky. Nicméně je 
zde řada LAB (bakterií mléčného kvašení), které nejsou tradičně spojeny s jídlem a nelze tedy 
bezpečně předpokládat, že GRAS status platí i pro ně, i když mohou být zařazeny mezi LAB. 
[2] 
Bakterie mléčného kvašení jsou důležitou složkou společenstev technologicky významných 
mikroorganizmů, které se používají jako výrobní prostředky při fermentačních procesech 
v technologii kynutých a kvašených potravin a pochutin rostlinného nebo živočišného původu 
(čisté bakteriální kultury, zákysy, startéry). Splňují zde svou hlavní úlohu a to požadované 
kysnutí daných potravin, tzn. fermentují sacharidy na kyselinu mléčnou a kyselinu octovou. 
Tvorbou vedlejších metabolitů přispívají k tvorbě typické chuti a aroma příslušného 
fermentovaného produktu. [3] 
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1.1 Bakterie mléčného kvašení 
 
Mezi bakterie mléčného kvašení jsou zařazeny grampozitivní, kataláza negativní, 
nesporulující koky, tyčinky a kokotyčinky. Do skupiny bakterií mléčného kvašení byly 
původně zahrnuty rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus a Streptococcus. Na základě 
nedávných výsledků taxonomických studií byly do této skupiny přeřazeny další rody a to 
Aerococcus, Alloiococcus, Carnabacterium, Enterococcus, Lactococcus, Tetragnococcus a 
Vagococcus. [4] 
Bakterie mléčného kvašení stále soutěží s ostatními skupinami bakterií vyskytujících se 
v potravinách. Ve svém fermentativním metabolismu produkují látky a vytváří prostředí, 
které působí negativně na ostatní zpravidla škodlivé či nežádoucí bakterie. Konzervační 
vlastnosti bakterií mléčného kvašení a jejich fermentačních produktů se využívá 
k prodloužení trvanlivosti potravin rostlinného i živočišného původu. [3] Hlavní 
charakteristickou vlastností bakterií mléčného kvašení je produkce kyseliny mléčné jako 
hlavního nebo jediného produktu kvašení. Postrádají Krebsův cyklus a získávají energii 
substrátovou fosforylací, ačkoli nejsou striktně anaerobní. [2] Bakterie mléčného kvašení 
vyžadují bohatou přítomnost živin a růstových faktorů, které jim v přírodě poskytují intaktní a 
rozkládající se rostliny a potraviny. Na tyto bohaté zdroje živin si přivykly natolik, že již 
nejsou schopny některé růstové faktory samy syntetizovat, např. aminokyseliny, vitamíny 
skupiny B a další. Pokud je chceme pěstovat na umělých živných půdách či chceme získat 
fermentací maximální množství biomasy, je nutno tyto látky přidávat ve formě kvasničného 
autolyzátu, mléčné syrovátky a rostlinných šťáv. [3] 
 
 
1.2 Rod Lactobacillus 
1.2.1 Historie 
 
Populace mléčných bakterií rapidně vzrostla s příchodem savců před 65 milióny lety. Když 
lidská populace vzrostla, bylo nezbytné uchovávat jídlo přes zimu nebo jiné období, kdy bylo 
čerstvé jídlo běžně nedostupné. Uskladněné jídlo představovalo ideální substrát pro bakterie, 
což mělo za následek přirozené kvašení. Jestli bylo jídlo jedlé nebo ne, to záleželo na chuti, 
struktuře, aroma a přítomnosti nebo nepřítomnosti toxických látek. Když lidé začali chovat 
dobytek asi před 8 000 lety, začala dlouhá historie přípravy a využívání fermentovaných 
potravin.  
První evidence mléčného kvašení a použití laktobacilů je datována do doby Ptolemájovců v 
období starého Egypta. Využití kvašení pomocí mléčných bakterií je zobrazeno na kamenné 
desce v hieroglyfech a rytinách. Egypťané chovali hovězí dobytek, kozy a ovce. Mléko bylo 
uchováváno v hliněných nádobách ucpaných trávou, aby jej ochránili před hmyzem. Mléko se 
pilo krátce po dojení. Kvůli horkému klima, ve kterém se mléko lehce kazilo během několika 
hodin, se předpokládalo, že mléko, které nebylo určené k okamžité spotřebě, bylo zpracováno 
v něco podobného jako je tvarohový jogurt. Archeologové objevili, že okolo roku 6000 před 
Kristem byl sýr vyráběn z kravského a kozího mléka a uchováván ve vysokých nádobách. 
Freska v egyptské hrobce z roku 2000 před Kristem ukazuje výrobu másla a sýru. Další 
nástěnné malby ukazují uchovávání mléka v kožených pytlích zavěšených na tyčích, což 
demonstruje prvovýrobu mléka v té době.  
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Ze starověkého Řecka a Říma jsou dochovány popisy výroby sýru od takových autorů, jako 
jsou Homér a Aristoteles, Varro a Columella. Římští legionáři napomáhali v rozšiřování 
umění výroby sýra po celé Evropě. V té době byl zrající proces rozvinut a bylo známé, že 
různé zacházení se sýrem a podmínky během skladování mu dávaly různé chutě a další 
charakteristiky. Změny, které Římané zavedli během výroby sýrů jsou dobře 
zdokumentované.  
Ve středověku byla výroba sýra značně vylepšena v evropských klášterních a feudálních 
statcích. Mniši byli dobrými inovátory v rozšíření mnoha klasických druhů sýrů vyráběných 
dodnes. Během renesance byl sýr považován za nezdravý a stal se nepopulární, ale zpět         
do přízně se vrátil v 19. století, kdy se výroba přestěhovala z farem do továren.  
Lidé po celém světě vytvořili širokou škálu fermentovaných potravin z kravského, kozího, 
velbloudího, buvolího a jiného mléka nebo z ekvivalentního rostlinného materiálu jako sójové 
boby nebo kukuřice. Rozdíly v kvasných technologiích a mikrobiálního prostředí vedly 
k rozdílným chutím, formám a texturám. Fermentované výrobky jsou úzce spojeny se zvyky, 
kulturou, sociálními poměry a v některých případech se smýšlením nebo náboženstvím. [1] 
 
1.2.2 Obecná charakteristika 
 
Rod Lactobacillus byl poprvé popsán Beijerinckem v roce 1901. [1] Tento rod zahrnuje 
fakultativně anaerobní nebo mikroaerofilní nepohyblivé tyčinkové bakterie mléčného 
kvašení.[3] Lactobacily jsou gram-pozitivní, nesporující bakterie, které běžně obsahují G + C 
v rozmezí 33 – 55 %. Podle růstu na glukóze jako zdroji uhlíku mohou být laktobacily 
homofermentativní, kdy produkují více jak 85% kyseliny mléčné, nebo mohou být 
heterofermentativní, kdy mimo kyselinu mléčnou produkují také oxid uhličitý, ethanol a 
kyselinu octovou v ekvimolárním množství.[1]  
Jejich hlavními metabolity jsou tedy kyselina mléčná, ale také kyselina octová, ethanol a 
CO2.[3]  Růstová teplota se pohybuje v rozmezí od 1 do 50°C. U většiny bakterií využívaných 
v průmyslu jako startovací kultury při fermentaci potravin je optimální teplota 25-40°C. [4] 
Při zkvašování sacharidů tvorba kyselin snižuje kyselost prostředí až pod pH 4,0. Kyselina 
mléčná a kyselina octová jsou v kyselém prostředí málo disociované a v tomto stavu působí 
spolu se sníženým pH inhibičně až bakteriocidně na ostatní mikroorganismy v prostředí, 
s výjimkou jiných bakterií mléčného kvašení a kvasinek. Tyto vlastnosti laktobacilů jsou 
užitečné a uplatňují se v potravinářské technologii a v intestinálním traktu lidí a zvířat, kde 
mají taktéž pozitivní vliv (Lactobacillus acidophilus a jiné). Laktobacily rostou, rozmnožují 
se a metabolizují za aerobních podmínek, ale i při sníženém obsahu kyslíku ve všech 
prostředích, které jim poskytují dostatek fermentovaných sacharidů, štěpných produktů 
bílkovin, nukleových kyselin a vitamínů skupiny B. [3] 
 
1.2.3 Výskyt 
 
Laktobacily jsou přítomné v nejrůznějších potravinách živočišného nebo rostlinného původu, 
v nápojích, kysaném zelí, silážích; běžně osídlují gastrointestinální trakt ptáků a savců a 
vagínu savců, tvoří část normální ústní flóry mnoha teplokrevných živočichů včetně člověka. 
Pouze vzácně jsou patogenní.[5] 
Laktobacily se v přírodě nacházejí v menším množství na povrchu neporušených rostlin,  
naopak ve velkém množství na rozkládajících se rostlinných materiálech, např. na kazícím se 
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ovoci. Proto mají velký význam při výrobě mnoha rostlinných fermentovaných produktů jako 
jsou např. kyselé zelí, kvašené okurky, kvašená zeleninová směs, siláž, pivo, víno, ovocné 
šťávy a jiné.  
V asepticky nadojeném mléku se laktobacily vyskytují minimálně. Do mléka se dostávají 
z vnějšího prostředí prachem a stykem s mlékárenským nářadím a zařízením. Pokud stojí 
kyselé mléko za vhodných teplotních podmínek delší dobu, množství laktobacilů rychle 
vzrůstá.  
Laktobacily mají také významnou úlohu při nakládání a zrání masa v láku a při fermentaci 
tepelně neopracovaných uzenin s přidanou sacharózou nebo jiným fermentovatelným 
sacharidem. Při skladování masových produktů za chladírenských teplot se v nich rozmnožují 
různé laktobacily, které je svou metabolickou činností chrání proti kažení proteolytickými 
bakteriemi. Samotné laktobacily však mohou negativně působit ve smyslu tvorby kyselé chuti 
či jiné pachutě, tvorbou plynu či zeleného zabarvení.   
V intestinálním traktu lidí a zvířat se také vyskytuje množství druhů laktobacilů, které v něm 
žijí jako komenzální mikroflóra na mukózním (slizničním) povrchu epitelu. [3] Bylo srovnáno 
rozšíření laktobacilů v gastrointestinálním traktu lidí, prasat, kuřat, skotu, psů, myší, krys a 
křečků. V těchto živočišných hostitelích byly nalezeny následující lactibacily: Lactobacillus 
.acidophilus, Lactobacillus  murinus, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus salivarius, 
Lactobacillus agilis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus vitulinus, Lactobacillus hamsteri, 
Lactobacillus aviaries, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri a Lactobacillus brevis. [1] 
 
1.2.4 Taxonomické zařazení 
 
V roce 1919 Orla-Jensen rozdělil lactobacily do tří dílčích podrodů podle optimální růstové 
teploty a způsobu zkvašování hexóz. A to na termobakterie, streptobakterie a betabakterie 
(Thermobacterium, Streptobacterium a Betabacterium). Současná verze Bergeyova manuálu 
systematické bakteriologie (Bergey‘s Manual of systematic Bacteriology), popisuje vzrůstající 
počet známých druhů a reorganizuje laktobacily do tří skupin: I (obligátně 
homofermentativní), II (fakultativně heterofermentativní) a III (obligátně 
heterofermentativní). Nomenklatura založená na fylogenezi také zahrnuje tři současně 
navržené skupiny: skupina Lactobacillus delbrueckii, skupina Lactobacillus 
casei/Pediococcus a skupina Leuconostoc.  
Studie založené na analýze sekvencí genu 16S rRNA odhalily v tomto rodě značnou diverzitu 
(obr. 1). Jsou stále popisovány nové druhy Lactobacillus, v roce 2005 jich bylo 125. Některé 
druhy Lactobacillus byly přejmenovány: například Lactobacillus bavaricus byl přejmenován 
na  Laktobacillus sakei; Laktobacillus cellobiosus je nyní Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus je nyní Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus 
yamanashiensis se přejmenoval na Lactobacillus mali. Tento proces neustálých 
taxonomických změn pokračuje. V roce 1986 bylo popsáno 44 druhů a 11 poddruhů, v roce 
2003 to bylo 88 druhů a 15 poddruhů a v prosinci roku 2005 již 125 druhů a 27 poddruhů. 
Tyto rozsáhlé změny způsobují nejasnosti  a některé předchozí identifikace lactobacilů mohou 
být změněny. [1] Podle Taxonomického přehledu Prokaryot rod Lactobacillus patří do 
domény Bacteria,  kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu Lactobacillales, čeledi 
Lactobacillaceae. Jeho blízkými  příbuznými jsou ve stejné čeledi rody Paralactobacillus a 
Pediococcus. Fylogeneticky příbuznou čeledí je čeleď Leuconostocaceae, zahrnující rody 
Leuconostoc, Oenococcus a Weissella. [6]   
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Obr. 1 Fylogenetický strom založený na srovnání sekvence 16S rRNA a ukazující příbuznost 
kmene YIT 0455T s jinými kmeny Lactobacillus. [7] 
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1.2.5 Rozdělení rodu Lactobacillus podle metabolismu  
 
Jak je uvedeno výše rod Lactobacillus je rozdělen z hlediska typu fermentace do tří skupin.  
Do skupiny I patří obligátně homofermentativní lactobacily. Zkvašují hexózy téměř výlučně 
na kyselinu mléčnou (>90 %). Nefermentují pentózy a glukonáty. Tyto bakterie rostou spíše 
při vyšších teplotách a to 45°C. Do této skupiny patří všechny termobakterie a další nově 
popsané druhy. Patří sem např. L. delbrueckii ssp. delbrueckii, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, 
L. delbrueckii ssp. lactis, L. acidophilus, L. salivarius a další.  
Skupinu II tvoří fakultativně heterofermentativní laktobacily, kteří hexózy zkvašují hlavně na 
kyselinu mléčnou (>90 %). Při nedostatku glukózy produkují některé druhy kyselinu octovou, 
ethanol a kyselinu mravenčí. Pentózy zkvašují pomocí indukovatelné fosfoketolázy. Teplota 
růstu se pohybuje okolo 15°C. Řadí se sem všechny streptobakterie v  Orla-Jensenovém pojetí 
a další nově popsané druhy laktobacilů. Patří sem například L. plantarum, L. casei ssp. 
pseudoplantarum,  L. casei ssp. casei, L. casei ssp. rhamnosus, L. curvatus, L. bavaritus a 
další.  
Skupinu III tvoří obligátně heterofermentativní laktobacily, kteří zkvašují hexózy na kyselinu 
mléčnou, kyselinu octovou (případně ethanol) a CO2. Pentózy zkvašují na kyselinu mléčnou a 
kyselinu octovou. Teplota optimálního růstu se pohybuje většinou okolo 45°C.  Tato skupina 
obsahuje v Orla-Jensenovém pojetí heterofermentativní laktobacily tvořící plyn s původním 
pojmenování betabakterie a jiné nově popsané druhy. Patří sem L. bifermentas, L. brevis, L. 
buchneri, L. confusus, L. divergens, L. fermentum a další. [3] 
 
1.2.6 Využití zástupců rodu Lactobacillus 
 
Mnoho laktobacilů je využíváno v potravinářských bioprocesech a také na výrobu 
probiotických preparátů. [4]  
Mezi nejvýznamnější zástupce rodu Lactobacillus patří: 
• L. delbrueckii ssp. delbrueckii je charakteristickým termofilním mikroorganismem 
v bramborové a obilné zápaře a fermentuje při teplotě 40 – 55°C. Používá se jako 
technický mikroorganismus při výrobě kyseliny mléčné z melasy.  
• L. sanfrancisco je dominantním kyselinotvorným organismem v tzv. kalifornském 
pekárenském kvasu. [3] Přeměňuje maltózu na kyselinu mléčnou, kyselinu octovou a 
další produkty, které dávají charakteristickou chuť tamnímu chlebu. [4] 
• L. bavaricus, L. sake se využívá při výrobě kyselého zelí s převážně L(+)-kyselinou 
mléčnou.  
• L. fructivorans je typickým laktobacilem okyselujícím alkoholické nápoje.  
• L. helveticus tvoří až 3% kyseliny mléčné, zpravidla se množí v nativní syrovátce. Je 
stálou složkou tzv. ementálského zákysu (termofilního zákysu) na výrobu tvrdých sýrů. 
• L. delbrueckii ssp. bulgaricus je velmi specifický, na mléko adaptovaný laktobacilus, je 
vedle Streptococcus salivarius ssp. thermophilus složkou mikrobiální kultury na výrobu 
rozšířeného jogurtového nápoje.  
• L. kefir je heterofermentativní složkou původně kavkazského kyselomléčného nápoje 
kefír.  
• L. maltaromicus způsobuje sladovou pachuť mléka, kdy se tvoří různé aldehydy a 
alkoholy, jako 2-metylpropionaldehyd, 2-metylpropanol, 3-metylbutyraldehyd a             
3-metylbutanol.  
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• L. bifermentas způsobuje za určitých okolností nadouvání sýrů holandského typu, kdy se 
tvoří oxid uhličitý a vodík z mléčnanu. [3] 
• L. plantarum je využíván při fermentaci masa a nakládané zeleniny.  
• L.casei ssp. casei se používá při výrobě fermentovaných mléčných výrobků. 
• L. acidophilus se používá při výrobě fermentovaných mléčných výrobků. Je také součástí 
střevní mikroflóry a díky svým probiotickým vlastnostem jako jsou tolerance ke žluči, 
acidotolerance, která mu umožňuje přežít při průchodu trávicím traktem, a produkce 
antimikrobiálních látek se z něj vyrábí probiotické preparáty.  
• L. acidophilus, L. crispatus, L. brevis, L. casei, L. delbrueckii, L. fermentum, L. gasseri, 
L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L . ruminis, L. sakei, L. salivarius, L. 
vaginalis,  L . curvatus, L. reuteri a L. fructivorans jsou druhy izolované 
z gastrointestinálního traktu člověka.  
• L. reuteri, L. gasseri a L. ruminis převažují ve stolici dospělých lidí. 
 
Množství jednotlivých druhů bakterií mléčného kvašení je u každého člověka individuální. [4] 
Morfologie buněk 3 druhů Lactobacillus je uvedena na obr. 2, obr. 3 a obr.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2 Lactobacillus brevis  [8] Obr. 3 Lactobacillus casei [8] 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4 Lactobacillus bulgarium, [8]  
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1.3 Identifikace laktobacilů 
 
Identifikace laktobacilů ve vzorcích potravin byly prováděny donedávna hlavně pomocí 
biochemických a fenotypických metod. Tyto metody, ať tak nebo onak, jsou složité, 
zdlouhavé a ne vždy dávají správné výsledky. Molekulární techniky poskytují mocné nástroje 
pro typizaci, taxonomii a charakterizaci bakterií potravinového řetězce. [6] V této bakalářské 
práci byla využita metoda polymerázová řetězová reakce (PCR). Metoda PCR pro identifikaci 
bakterií rodu Lactobacillus byla popsána v roce 2002. [9] 
 
1.3.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 
 
Metoda polymerázové řetězové reakce (polymerase chain reaction – PCR) byla zavedena 
v roce 1983 Kary Mullisem. [10] Za tento objev mu byla udělena v roce 1993 Nobelova cena. 
Metodou PCR lze syntetizovat z jedné molekuly DNA přibližně 100 miliard kopií a to za 
několik hodin. Amplifikaci bakteriální DNA lze provést přímo ze vzorků mléčných výrobků 
bez předchozí kultivace. [4] Identifikace bakterií pomocí polymerázové řetězové reakce 
(PCR) je rychlá  a přesná metoda, která vyžaduje znalost specifických sekvencích nukleových 
kyselin. Cílová DNA bývá často v analyzovaných vzorcích přítomna ve velmi nízkých 
koncentracích a není ji možno po izolaci přímo detekovat. Proto je nutné zvýšit analytickou 
sensitivitu její mnohonásobnou replikací. [11] 
Problémem v obvyklé identifikaci různých mikroorganismů v reálných vzorcích PCR je 
výskyt falešně negativních výsledků. Falešně negativní výsledky mohou být způsobeny 
přítomností extracelulárních a intracelulárních PCR inhibitorů. Z tohoto důvodu byla velká 
pozornost soustředěna na vývoj rychlých a robustních metod izolace DNA. [12] 
Polymerázová řetězová reakce je nejčastěji používanou molekulárně-biologickou amplifikační 
technikou v diagnostice. [11] 
 
1.3.1.1 Princip a mechanismus PCR 
 
Polymerázová řetězová reakce umožňuje selektivní zmnožení (amplifikaci) určitého úseku 
DNA podobným způsobem jako in vivo při DNA replikaci, přičemž velikost amplifikovaného 
úseku ohraničují dva primery. [13] Jako primery se používají krátké oligonukleotidy, od 
jejichž 3´- konce dochází k syntéze nového polynukleotidového řetězce. Dvouvláknové 
řetězce DNA se poté od sebe znovu oddělí a slouží pro hybridizaci s primery a také jako 
templáty pro následující syntézu komplementárních řetězců DNA. Princip metody PCR je 
uveden na obr. 5. [10] Amplifikace DNA v polymerázové řetězové reakci probíhá ve třech 
opakujících se krocích, které jsou charakterizovány různými požadavky na teplotu: 
 
1. Denaturace: během tohoto prvního kroku dochází k oddělení jednotlivých vláken DNA 
templátu (matrice), na něž se poté hybridizují primery. Tato reakce probíhá při 
optimální teplotě 95°C. [13] Toleranční rozpětí teplot je 92 – 98°C. Pro fragmenty         
o velikosti do 1 kpb bývá zvolena doba denaturace 15 sekund, pro větší fragmenty bývá 
doba zvýšena na 0,5 – 1 minutu. Aby bylo zaručeno, že i dlouhá molekula DNA bude 
úplně denaturována, volí se doba denaturace v prvním cyklu reakce 5 minut. [10] 
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2. Hybridizace primerů k denaturované templátové DNA: při hybridizaci se uplatňují 
vodíkové vazby mezi komplementárnímí bázemi (adenin – guanin, cytosin – thymin). 
Tato reakce probíhá při teplotě 40 – 72°C v závislosti na délce a sekvenci primerů. [13] 
Teplota hybridizace primerů s oddělenými řetězci DNA je kritická. Pokud je teplota 
příliš vysoká, primery hybridizují slabě a množství amplifikované DNA je malé. 
Naopak při nízké teplotě dochází k nespecifické hybridizaci primerů a k amplifikaci 
nežádoucích segmentů DNA. Teplota hybridizace primerů závisí na jejich teplotě tání a 
na teplotě tání templátové DNA. [10]  
3. Syntéza nového komplementárního řetězce: dochází k elongaci DNA vlákna, během 
kterého DNA polymeráza přikládá k 3´OH konci primeru nukleotidy, které se vážou (na 
nový řetězec) podle komplementární sekvence templátu. Tato reakce probíhá obvykle 
při teplotě 72°C, což odpovídá optimu pro Taq DNA polymerázu. [13] Rychlost syntézy 
nového DNA řetězce je asi 2000 nukleotidů za minutu. V posledním cyklu je tento krok 
prodloužen na 10 minut z důvodu dokončení syntézy všech amplikonů. [10] 
 
 
 
Obr. 5 Vybraná technika PCR, díky které mohou být fragmenty DNA replikovány velmi 
rychle, je znázorněna na obrázku. Polymerázová řetězová reakce (PCR) je běžná metoda, kdy 
vznikají kopie specifických fragmentů DNA. PCR rychle amplifikuje jednu molekulu DNA 
v mnoho miliard molekul. [14] * Překlad textu k obrázku je uveden na stránce 16.  
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* Překlad textu k obr. 5: 
1. Primery se připojují k oběma odděleným vláknům denaturované DNA. Nová DNA je 
syntetizována za primery na obou templátových DNA.  
2. Stejný průběh jako v kroku 1: k odděleným vláknům DNA nasedají primery a probíhá 
další syntéza nové DNA. V tomto kroku je množství DNA dvojnásobné. 
3. Množství DNA se násobí. 
4.  Množství DNA se násobí. 
5. Díky rychle se opakující amplifikaci vzniká velké množství identických fragmentů 
odpovídajících požadovanému úseku DNA  
 
1.3.1.2 Komponenty PCR a reakční podmínky 
Na provedení PCR je potřeba následujících komponent: 
 
? Templátová DNA, která slouží jako matrice pro syntézu nových řetězců DNA. Do 
PCR se přidává v jednořetězcové nebo ve dvou řetězcové formě. Tato DNA obsahuje 
cílová místa pro primery. Lineární DNA sloužící jako templát je amplifikována s větší 
účinností než kružnicová DNA. [4] Do PCR reakce se přidává většinou 100 - 500 ng 
lidské genomové DNA, 1 – 10 ng bakteriální DNA a 0,1 - 1 pg plazmidové DNA. [10] 
? Primery jsou dva oligonikleotidy složené obvykle z 20 – 25 nukleotidů, jejichž 
sekvence odpovídá sekvencím na okrajích úseku DNA určeného k amplifikaci. [13] 
Každý primer používaný v PCR by měl obsahovat přibližně stejné množství všech čtyř 
bází s rovnoměrným rozložením cytozinu a guaninu a neměl by umožňovat tvorbu 
sekundárních struktur. Jednotlivé primery by se neměly lišit o více než 3 báze a 
neměly by být vzájemně komplementární, jelikož jsou v PCR přítomny ve velkém 
množství a mohlo by tedy dojít k tvorbě primerových dimerů. [10]  
V této práci byly použity rodově specifické primery pro identifikaci rodu 
Lactobacillus, s jejichž pomocí se amplifikuje úsek DNA o velikosti 250 bp: 
- LbLMA 1-rev  5´-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3´ . Tento primer 
byl navržen z mezigenové mezerníkové oblasti mezi 16S a 23S rRNA a je 
rodově specifický. 
- R16-1  5´-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3´ . R16-1 odpovídá koncové 
sekvenci 16S rRNA genu a je proto univerzálním primerem. [4] 
? DNA polymeráza katalyzuje syntézu nového DNA řetězce ve směru 5´ → 3´podle 
sekvence nukleotidů v komplementárním řetězci DNA od místa, kde je navázán 
primer až po jeho konec. [10] Zpočátku byly experimenty s PCR uskutečněné 
s Klenowým fragmentem DNA polymerázy I z bakterie Escherichia coli. Problémem 
však byla inaktivace tohoto enzymu při vyšších teplotách, proto bylo potřeba po 
každém cyklu (denaturačním kroku) přidat do reakce novou polymerázu. Navíc reakce 
probíhala při teplotě 37°C, což je optimální teplota Klenowy polymerázy a to vedlo 
k tvorbě nespecifických produktů. Nyní se v PCR používají DNA polymerázy 
z různých termofilních bakterií. [13] Existuje celá řada polymeráz, které se dají pro 
PCR využít, lišících se ve výkonnosti,  přesnosti a také schopnosti syntetizovat nový 
řetězec. Nejčastěji se používá termostabilní Taq polymeráza izolovaná z termofilního 
druhu Archea Thermus aquaticus, který žije v horkých pramenech. V současné době je 
syntetizována pomocí geneticky modifikovaného kmene E. coli s vloženým 
příslušným genem. [10] Její teplotní optimum je okolo 75 – 80°C, kdy je jedna 
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molekula enzymu schopna k primeru přisyntetizovat asi 150 nukleotidů za sekundu. 
Při teplotách nad 90°C je se stává enzym inaktivní, nikoli však denaturovaný, proto při 
snížení teploty dochází k znovuobnovení její enzymatické aktivity. [13] Doporučená 
koncentrace DNA polymerázy je 1 – 2,5 jednotek na 100 μl reakční směsi. Pokud je 
koncentrace polymerázy příliš nízká, dochází k nedostatečné tvorbě produktů. Naopak  
vysoká koncentrace tohoto enzymu způsobuje syntézu nespecifických DNA 
fragmentů. [4] 
(Ve standardní PCR směsi je obsaženo 2 x 10 12 – 10 x 10 12 molekul DNA 
polymerázy, která má obvykle koncentraci 0,5 – 2,5 jednotek na 25 – 50 μl PCR 
směsi). [10]  
? 3´-deoxynukleosid-5´-trifosfáty zahrnující dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Jsou to 
základní složky (stavební kameny) pro syntézu nového řetězce DNA. Optimální 
koncentrace každého deoxynukleosidtrifosfátu by měla být 200 - 250 μM. [10] 
Zvýšená koncentrace dNTP působí inhibičně, protože dochází k vyvázání Mg2+ a 
naopak nízká koncetrace může způsobit nízký výtěžek produktu. [4] 
? Mg2+ ionty jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerázy. Molární koncentrace 
hořečnatých iontů musí převyšovat molární koncentraci fosfátových skupin v dNTP a 
primerech, protože tyto ionty bývají právě dNTP a oligonukleotidy vyvazovány. Jejich 
koncentrace se stanovuje experimentálně. [10] Obvykla koncentrace hořečnatých iontů 
v PCR je při použití Taq DNA polymerázy 1- 4 mM, přičemž změna jejich 
koncentrace může výrazně ovlivnit výsledek reakce. [13] Vyšší koncentrace Mg2+ 
snižují specifitu primerů a naopak nižší koncentrace mohou způsobit inaktivaci DNA 
polymerázy. [4]    
? PCR pufr zabezpečuje stálé pH prostředí. Jeho důležitou složkou jsou hořečnaté soli 
obvykle ve formě MgCl2 nebo MgSO4. Standardní reakční pufr obsahuje 10 mM 
Tris HCl (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. [4] Do základního reakčního 
roztoku se někdy přidávají i další složky, které zlepšují činnost DNA polymerázy nebo 
destabilizují sekundární struktury. [13] Jako aditiva se do PCR přidávají                      
např. formamid, dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, síran amonný, glutamát draselný 
a neionogenní a kationtové detergenty.  
? PCR voda se používá pro doplnění PCR směsi. Nejvhodnější je voda o odporu 
18 MΩ nebo voda pro injekce ČSL 4. [4] 
 
1.3.1.3 Inhibitory polymerázové řetězové reakce 
 
Polymerázová řetězová reakce může být inhibována látkami, které pocházejí z živých buněk  
biologických vzorků nebo reagencí používaných k extrakci DNA. [15] Tyto látky mohou být 
intracelulárního nebo extracelulárního původu. Intracelulární inhibitory jsou přítomny uvnitř 
bakteriálních buněk a patří sem endogenní nukleázy, proteinázy a polysacharidy. 
Extracelulární inhibitory se nacházejí mimo bakteriální buňku a patří sem komponenty 
komplexních vzorků jako je krev, močovina, potraviny a také některé složky kultivačních 
médií jako např. antibiotika, proteiny, detergenty, minerální oleje, ionty, žlučové kyseliny a 
jejich soli. Inhibitory působí komplexně v závislosti na fyzikálních, chemických a 
enzymatických podmínkách reakce. Reakci mohou inhibovat znemožněním dostatečné lýze 
buněk, tudíž nemusí dojít k uvolnění cílové DNA z buněk a její následná detekce se v PCR 
projeví jako falešně negativní. Inhibitory, především restrikční endonukleázy, degradují 
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cílové nukleové kyseliny. Lytické enzymy způsobují inaktivaci DNA polymerázy, protože 
silně interagují s DNA a proteiny, čímž zabrání vazbě s DNA polymerázou.  [16]  
 
1.4 Magnetické separační techniky 
 
Magnetické separační techniky využívají částice mikroskopických rozměrů s vázanými 
afinitními ligandy. Běžně používané separační a purifikační techniky lze urychlit použitím 
magnetické separace. Magnetické částice se staly oblíbenými hlavně pro využití v biologii a 
medicíně pro diagnózu a léčebné použití. V diagnostice, magnetické senzory a magnetická 
zobrazovací rezonance (MRI) používající superparamagnetické nanočástice směřují 
k odhalení jednotlivých rakovinových buněk v jejich počáteční fázi růstu. Mnohé další 
biomedicínské aplikace in vivo a in vitro zahrnují fixaci proteinů a enzymů, imunologické 
testy a separaci biomolekul z komplexních biologických směsí, jako jsou protilátky, peptidy, 
nukleové kyseliny, enzymy, buňky, bakterie a viry. Navíc jsou magnetické částice užitečné 
v genomových analýzách, ve kterých se molekulární metody stávají stále více důležité. 
Genomové analýzy zahrnují izolaci nukleové kyseliny, purifikaci, amplifikaci, značení a 
detekci značky. Mimo purifikaci nukleových kyselin jsou všechny procesy automatizované. 
Reverzibilní fixace pevné fáze na magnetických částicích s navázanými karboxylovými 
skupinami jsou velmi užitečné například pro izolaci DNA fragmentů. Ve srovnání s běžnými 
metodami je práce s magnetickými nosiči (částicemi) rychlá, jednoduchá, citlivá, bezpečná a 
DNA je získávána s vysokými výtěžky a čistotou. Navíc aplikace (použití) magnetických 
nosičů nevyžaduje speciální vybavení a usnadňuje mechanismus purifikace v běžné praxi. A 
proto SPRI slibuje dobré výsledky v identifikaci patogenních bakterií v potravinářském 
průmyslu.   
Velikost je primární proměnnou určující fyzikální vlastnosti (jak magnetické tak optické 
vlastnosti) a také chemické vlastnosti částic (jako jsou reaktivita a katalýza). Částice by měly 
být monodisperzní, tedy jejich fyzikální a chemické vlastnosti by měly být stále stejné. 
Velikost a polydisperzita se liší v závislosti na použité metodě pro přípravu magnetických 
částic. Metody obvykle zahrnují heterogenní polymerizaci jako je běžná a inverzní emulzní 
polymerizace, miniemulzní polymerizace, suspenzní polymerizace, disperzní/srážecí 
polymerizace nebo ATRP. Alternativou je in situ syntéza magnetických nanočástic  uvnitř 
pórovitého polymeru částic . [17] 
V této práci byly použity magnetické mikročástice poly(2-hydroxyethyl methakrylát-co-
glycidyl methakrylát (P(HEMA-co-GMA)) (obr. 6) (1/1,w/w), které byly připraveny na 
Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze Ing. D. Horákem. Magnetické částice 
byly získány disperzní kopolymerací 2-hydroxymethakrylátu a glycidyl methakrylátu 
v prostředí toluenu/2-methylpropan-1-olu a kolidní olejové kyseliny, která pokrývala povrch 
magnetitu Fe3O4 (FeO.Fe2O3), který tvoří magnetické jádro. Hydroxylové skupiny na povrchu 
mikročástic byly oxidovány 2  %  vodným roztokem manganistanu draselného v kyselém 
prostředí (2 mol/l H2SO4) na karboxylové skupiny. Obsah karboxylových skupin je             
2,6 mmol/l –COOH/g. Jako kontrola bylo použito komerčně dostupné magnetické sklo         
(2 mg/ml). 
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1.4.1 Výhody a využití magnetických částic 
 
Magnetické částice nalezly uplatnění v řadě aplikací jako např. v imobilizaci enzymů a jejich 
následném využití, zejména v laboratorních podmínkách je lze využít při odstraňování 
těžkých kovů a  v magnetické imobilizaci léčiv a jejich následném využití k léčebným 
účelům. Magnetické částice se využívají k izolaci různých látek např. k izolaci enzymů a 
jejich inhibitorů, k izolaci protilátek a antigenů, k separaci organických xenobiotik jako jsou 
karcinogeny a mutageny a další. V této práci byly magnetické částice využity k izolaci a 
purifikaci DNA.  
Při izolaci DNA mají magnetické separace hned několik výhod: eliminují centrifugace a 
fenolové extrakce při izolaci DNA, kladnou vlastností částic je jejich stálost. Takto izolovaná 
DNA má vysokou kvalitu a lze ji použít ihned jako matrici do PCR. Magnetické separace jsou 
snadné a rychlé, doba separace trvá 10 minut. [13] 
 
 
 
 
 
 
Obr. 6 Elektronový mikrosnímek magnetických neporézních částic P(HEMA-co-EDMA). 
[18] 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem bakalářské práce bylo izolovat genomovou DNA bakterií mléčného kvašení rodu 
Lactobacillus v kvalitě pro použití v PCR. DNA byla izolována z mléčných výrobků. 
K izolaci DNA byly využity magnetické nosiče a k průkazu bakterií rodu Lactobacillus byla 
použita rodově specifická PCR. 
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3 MATERIÁL A METODY 
 
3.1 Analyzované mléčné výrobky 
 
Mléčný výrobek č.1: 
• Vian - jogurt krémový bílý s probiotickou kulturou 
Datum spotřeby:   12.12.2007 
Složení: mléko, mléčná bílkovina, jogurtová kultura, probiotická kultura: 
Bifidobacterium a Lactobacillus acidophillus 
na 100 g: bílkoviny.................... 3,6 g 
  sacharidy.................... 3,9 g 
  tuk.............................. 4,0 g 
  vápník ........................ 125 ng – 15 % DDD  
Výrobce:   HOLLANDIA Karlovy Vary a.s. 
 
Mléčný výrobek č.2: 
• Smetanový jogurt – bílý 
Datum spotřeby:   6.12.2007 
Složení: smetana, živá jogurtová kultura 
  obsah celkové sušiny min. 18 % 
  obsah tuku 10 % 
Výrobce:   Mlékárna Valašské Meziříčí spol s.r.o. 
 
Mléčný výrobek č.3: 
• Selský jogurt s irskou kávou – jogurt s příchutí irské kávy s probiotickou kulturou BIFI 
Datum spotřeby: 2.12.2007 
Složení: mléko, ochuzující složka 16,5% hm., mléčná bílkovina, živá jogurtová 
kultura, probiotická kultura Bifidobacterium a Lactobacillus acidophilus 
na 100 g: bílkoviny.................... 2,9 g 
  sacharidy.................... 12,5 g 
  tuk.............................. 3,3 g 
  vápník ........................ 105 ng – 13 % DDD 
Výrobce: HOLLANDIA Karlovy Vary a.s. 
 
Mléčný výrobek č.4: 
• Jogurt peach – jogurt broskvový 1,5% tuku, slazený 
Datum spotřeby: 11.03.2008 
Složení: Pasterované mléko, 10% broskvová složka (broskve 3,5%, glukozový 
sirup, aroma, barvivo E 160a), cukr, sušené mléko, mléčná bílkovina, 
jogurtové kultury. Obsahuje Lactobacillus acidophillus a Bifidobakterium  
Výrobce: Okregowa Spółdzielnia Mleczavska 
 
Mléčný výrobek č.5: 
• Jihočeský tradiční jogurt bílý – MADETA 
Datum spotřeby: 12.10.2007 
Složení: plnotučné mléko, sušené mléko, jogurtová kultura 
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  Vyrobeno tradiční technologií z nehomogenizovaného mléka 
na 100 g: bílkoviny.................... 5,9 g 
 sacharidy.................... 5,1 g 
 tuk.............................. 3,6 g 
 vápník ........................ 210 ng 
Výrobce: Madeta a.s., AGRO-LA s.r.o. 
 
Mléčný výrobek č.6: 
• PROBIOTIC DRINK CLASSIC – LAKTOS – probiotický jogurtový nápoj s max 1% 
tuku 
v mléčném podílu 
Datum spotřeby: 11.02.2008 
Složení: mléko 76%, cukr, hroznový cukr, oligofruktoza, karamelový sirup, 
jogurtová kultura, probiotická kultura – Lactobacillus casei, Lactobacillus 
acidophilus LA 5* a Bifidobacterium lactis BB12* 
na 100g: bílkoviny.................... 2,9 g 
 sacharidy.................... 13,1 g 
 tuk.............................. 0,8 g  
Výrobce: NÖM A6, BADEN AUSTRIA 
 
Mléčný výrobek č.7: 
• ACTIVIA – bílá, kysaný mléčný výrobek s bifidokulturou 
Datum spotřeby 18.10.2007 
Složení: mléko, jogurtová kultura a bifidokultura 
na 100g: bílkoviny.................... 4,4 g 
 sacharidy.................... 6,2 g 
 tuk.............................. 3,3 g 
 vápník ........................ 160 ng 
Výrobce: Danone a.s.               
 
Výrobky 1 – 4 byly zpracovány před datem jejich spotřeby.  
 
3.2 Chemikálie 
3.2.1 Roztoky 
 
• Agar (Pliva-Lachema, Brno, ČR) 
• Agaróza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma, St. Louis, USA) 
• EDTA (ethylendiamintetraoctová kyslina) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Ethanol (Lachema, Brno, ČR) 
• Ethidium bromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA) 
• Ethylendiamintetraoctová kyselin (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• F-kol 77ox (2mg/ml) - poly(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylát 
(P(HEMA-co-GMA)) částice 
• Hydroxid sodný (Pliva-Lachema, Brno, ČR) 
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• Kyselina boritá (HBO2) (Lachema, Brno, ČR) 
• Lysozym (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
• PEG 40% 6000 (Lachema, Brno, ČR) 
• Proteináza K (Sigma, St. Louis, USA) 
• Tris(hydroxymethyl)base (Amresco, Solon, USA) 
• Tris acetát (Lachema, Brno, ČR) 
 
Pro přípravu roztoků byla používána sterilní destilovaná voda.  
 
3.2.2 Komponenty pro PCR 
 
• PCR voda 
• (10 x PCR Blue buffer complete) Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerázu (10 
x koncentrovaný) 
• d NTP směs (10 mM) 
• DNA primer LbLMA – 1 (10 pmol/μl) 
• DNA primer R – 16 (10 pmol/μl) 
• DNA polymerasa Taq 1.1 (1U/μl) 
 
3.3 Roztoky 
3.3.1 Zásobní roztoky 
 
• 1 M Tris HCl (pH 7,8) 
• 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
• 1 M NaOH 
• 10% SDS 
 
Příprava 100 ml lyzačního roztoku A: 
 
• 1 ml 1M Tris HCl (pH 7,8) 
• 1 ml 0,5 M EDTA (8,0) 
• 98 ml H2O  
 
Příprava 100 ml lyzačního roztoku B: 
 
• 100 ml lyzační roztok A 
• 30 mg lyzozymu  
Lyzozym v množství 3 mg/ml se přidá do lyzačního roztoku před použitím. 
 
TE pufr: 
 
• 10 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
• 1 mM EDTA (pH 8,0) 
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3.3.2 Roztoky na agarózovou elektroforézu 
 
TBE pufr (5 x koncentrovaný) 
 
• 54 g Tris-base 
• 27,5 g kyseliny borité 
• 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
• Toto množství doplnit destilovanou vodou na 1000 ml. Před použitím roztok 10 x zředit 
destilovanou vodou na požadovanou koncentraci 0,5M TBE. 
 
3.4 Pomůcky a přístroje 
 
• Laboratorní váhy (Kern & Sohn, Německo) 
• Centrifuga mini Spin 14 500 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Centrifuga mini Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Exikátor (KIF LAB Freiburg, Německo) 
• Fotoaparát Polaroid CD34 na film T667 (Cambridge, Velká Británie) 
• Fotoaparát Canon PC 1193 (Japonsko) 
• Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 μl (Polsko) 
• Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
• Magnet s magnetickým pásem (DYNAL, Oslo, Norsko) 
• Očkovací box (Fatran, ČR) 
• Spektrofotometr Spekol 1300 (Jena, Německo) 
• Termostat – Mini incubator (Labnet, USA) 
• Termostat FTC 90l (VELP SCIENTIFICA, Milano, Itálie) 
• Minicycler PTC 100 (MJ Research, USA) 
• Termocykler PTC 200 (BIO-RAD Lab., USA) 
• Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA) 
• Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owl Scientific, USA) 
• Běžné laboratorní sklo, umělohmotný laboratorní materiál a pomůcky 
 
3.5 Použité metody 
Popsané postupy byly prováděny podle učebních textů laboratorního cvičení a osobního 
sdělení Španové a Ritticha. (Nepublikováno).    
3.5.1 Příprava hrubých lyzátů buněk z mléčných výrobků 
 
1. Bylo odebráno 5 g jogurtu/jogurtového nápoje, přidáno 5 ml sterilní vody a směs byla 
resuspendována.  
2. Z této suspenze byl odebrán 1 ml mléčného výrobku do 1 ml ependorfky. Vzorky byly 
centrifugovány při 14 000 ot./min po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrně slit a 
sediment se nechal dobře okapat.  
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3. Poté byl sediment promyt v 1 ml sterilní vody a vzorek byl opět centrifugován při 
14 000 ot./min po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrně slit a sediment se nechal 
okapat.  
4. K sedimentu byl přidán 1 ml lyzačního roztoku B, ve kterém byl resuspendován. Po 1 
hodině inkubace při laboratorní teplotě bylo ke vzorku přidáno 50 µl 20% SDS a 5 µl 
proteinázy K (1 mg/ml). Vzorky byly inkubovány do druhého dne při teplotě 55°C.  
5. Hrubé lyzáty buněk byly použity pro izolaci DNA. V případě potřeby byly 
uchovávány při -20°C. 
6. Pomocí gelové elektroforézy na agarózovém gelu byla zjištěna přítomnost DNA 
v hrubých lyzátech.  
 
3.5.2 Příprava směsi pro izolaci DNA pomocí magnetických nosičů 
 
Separační směs s nosiči byla připravena v 1 ml ependorfkových zkumavkách v celkovém 
objemu 1000 µl. Pořadí přidávaných komponent je uvedeno v tabulce 1. 
 
Tab. 1  Příprava separační směsi o výsledné koncentraci PEG 6000 8% a NaCl 5M 
 
 komponenta  [µl] 
1. H2O 200 
2. NaCl (5M) 400 
3. magnetické částice Fkol 77ox. (2mg/ml) 100 
4. hrubý lyzát 100 
5. PEG (40%) 200 
výsledný objem [µl] 1000 
 
3.5.3 Izolace DNA s využitím magnetických nosičů 
(reverzní imobilizace na pevné fázi – SPRI) 
 
1. Směs připravená podle tab. 1  byla dobře promíchána a inkubována při laboratorní 
teplotě po dobu 15 minut.  
2. Částice s navázanou DNA byly odseparovány pomocí magnetu při laboratorní teplotě 
po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetován a ependorfka s DNA navázanou na 
magnetické částice byla uvolněna z magnetu.  
3. Po okapání zbytku supernatantu byl k nosiči s navázanou DNA přidán 70 % ethanol 
ve stejném objemu, jaký byl výsledný objem separační směsi, tedy 1 ml. Zkumavka 
byla umístěna do magnetu na 2 minuty při laboratorní teplotě. Ethanol byl použit na 
promytí částic s DNA. Po 2 minutách byla zkumavka z magnetu uvolněna a ethanol 
byl odpipetován. Zkumavka se zbývajícím ethanolem byla  umístěna do termostatu na 
55°C a byla ponechána v horizontální poloze do vyprchání ethanolu.  
4. Poté byla DNA eluována do 100 µl TE pufru, tedy do stejného množství, kolik bylo 
přidáno hrubého lyzátu do separační směsi. Eluce probíhala při laboratorní teplotě po 
dobu 30 minut. Částice byly odseparovány na magnetu 2 minuty při laboratorní 
teplotě.  
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5. Eluovaná DNA byla přepipetována do čisté zkumavky a byla uchovávána při -20°C. 
Tato DNA byla poté použita do PCR.  
6. Přítomnost DNA v eluátech byla testována pomocí gelové elektroforézy na agaróze 
(0,8 %). 
 
3.5.4 PCR s purifikovanou DNA 
 
1. Při PCR byla prováděna amplifikace fragmentu DNA o délce 250 bp pomocí primerů 
LbLMA 1 a R 16 – 1. [9] Tento fragment je specifický pro bakterie rodu 
Lactobacillus.  
2. Z každého vzorku bylo připraveno 25 µl PCR směsi.  
3. Všechny komponenty PCR reakce byly po rozmrazení krátce centrifugovány. Poté 
byly komponenty seřazeny v takovém pořadí, v jakém byly pipetovány.  
4. PCR směs byla míchána do 200 µl eppendorfek. Při každém přidání další složky byla 
směs dobře promíchána. Pořadí komponent při míchání je uvedeno v tabulce 2. 
 
Tab. 2  Pořadí komponent PCR reakce pro míchání PCR směsi s 1 / 5 µl DNA matrice 
 
pořadí komponenta množství [µl] 
1. voda pro PCR 19,0 / 15,0 
2. 10 x reakční pufr kompletní 2,5 
3. směs dNTP (10mM)  0,5 
4. DNA primer LbLMA 1 (10pmol/µl) 0,5 
5. DNA primer R-16 1 (10 pmol/µl) 0,5 
6. DNA polymerasa 1.1 Taq (1U/ µl) 1,0  
7. DNA matrice 1,0 / 5,0 
 
Jako kontroly byly použity PCR směs bez DNA matrice, kdy byla do PCR směsi přidána voda 
pro PCR ve stejném množství jako by byla přidána DNA matrice, tedy 1 µl. Tato kontrola se 
označuje jako negativní a slouží ke kontrole kontaminace složek PCR. Jako druhá byla 
použita pozitivní kontrola pro kontrolu specifity PCR, která byla připravena smícháním PCR 
směsi s DNA matricí izolovanou z Lactobacillus  (10 ng/µl) metodou fenolové extrakce.  
Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi byly krátce centrifugovány. Poté byly vzorky 
umístěny do cyklátoru, na kterém byl nastaven program LBC ROD. Po skončení PCR byly 
vzorky z cyklátory vyjmuty a byly použity na detekci PCR produktů pomocí gelové 
elektroforézy.   
 
Postup použitého programu LBC ROD 
 
? 95°C – 5 minut 
? 95°C – 30 sekund (denaturace DNA) 
? 55°C – 30 sekund (připojení primerů) 
? 72°C – 60 sekund (syntéza DNA) 
?  
Cykly byly opakovány 30x nebo 40x. V posledním cyklu byla syntéza DNA prodloužena na 
10 minut.  
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3.5.5 Agarózová elektroforéza 
 
Agarózová elektroforéza byla používána k detekci PCR poduktů a k ověření přítomnosti 
vyizolované DNA a k odhadu její koncentrace. Agarózový gel byl připravován o různých 
koncentracích podle jeho účelu. Pro kontrolu a určení koncentrace gnomové DNA byl 
používán 0,8 % gel. Pro detekci PCR produktů (250 bp) specifických pro rod Lactobacillus 
byl připraven 1,8 % agarózový gel.   
 
3.5.5.1 Příprava agarózového gelu 
 
Agarózový gel byl připravován smícháním příslušného množství agarózy s 50 ml případně 
100 ml (záleželo na velikosti gelu) 0,5x TBE pufru . Směs byla rozvařena v mikrovlnné 
troubě a nalita do připravené elektroforetické vaničky s hřebínkem. Gel tuhl při laboratorní 
teplotě cca 30 minut. Před nanášením vzorků byl odstraněn hřebínek.     
 
3.5.5.2 Nanášení vzorků na agarózový gel 
 
K celkovému množství 25 µl PCR produktů bylo přidáno 5 µl nanášecího (stop) pufru (6x 
koncentrovaného). Tyto směsi byly naneseny mikropipetou do komůrek gelu. Gel byl vložen 
do elektroforetické vany tak, aby záporně nabitá DNA migrovala ke kladně nabité anodě. Gel 
byl zalit 0,5x TE pufrem do svého převrstvení. Spolu s PCR produkty byl na gel nanesen 
velikostní standard 100 bp (fragmenty DNA o délce 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 
900, 1000, 1200, 1500 bp). Eluovaná DNA izolovaná z mléčných výrobků byla na gel 
nanášena v množství 20 µl, ke které bylo přidáno 4 µl nanášecího pufru. Spolu s DNA byly na 
gel nanášeny hmotnostní standardy obsahující 35, 70, 140 a 280 ng DNA Lactobacillus 
salivarius. Porovnáním intenzity DNA fragmentů bylo odhadnuto množství DNA 
v analyzovaných vzorcích.  
 
3.5.5.3 Průběh gelové elektroforézy a vizualizace DNA 
 
Gelová elektroforéza byla prováděna při napětí 60 V – 80 V, dokud bromfenolová modř 
obsažená v nanášecím pufru nebo ve velikostním markeru (100bp ladder) nedoputovala do 
2/3 agarózového gelu, což odpovídá cca 2 až 3 hodinám.  
Po skončení elektroforézy byl gel obarven v lázni připravené z 500 ml sterilní vody a 
ethidium bromidu (1 µl /ml) po dobu asi 1 hodiny.  
Obarvený gel byl prohlížen na transiluminátoru v UV světle. Pro dokumentaci byl 
vyfotografován kamerou Polaroid na film T 667.    
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4 VÝSLEDKY 
4.1 Izolace DNA z mléčných výrobků pomocí magnetických nosičů. 
 
Z mléčných výrobků byly připraveny hrubé lyzáty buněk (viz 3.5.1) a z nich byla izolována 
DNA pomocí magnetických nosičů. Přítomnost DNA uvolněné do TE pufru byla testována 
pomocí gelové elektroforézy na agaróze (obr. 7). Množství DNA bylo odhadnuto podle 
původního množství DNA Lactobacillus salivarius (35 ng/µl). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 7 Gelová elektoforéza s eluáty DNA separované pomocí magnetických nosičů 
z mléčných výrobků. 
 
běh č. vzorek DNA (eluát) DNA [µl] TE pufr [µl] 
množství 
DNA [ng]  
přítomnost 
DNA 
1. výrobek č. 7 20  - < 35 - 
2. výrobek č. 6 20  - < 35 - 
3. výrobek č. 5 20  - < 35 - 
4. výrobek č. 4 20  - < 35 - 
5. výrobek č. 3 20 - < 35 - 
6. výrobek č. 2 20  - < 35 - 
7. výrobek č. 1 20 - < 35 - 
8. 35 ng/ µl 8  12   280 + + + 
9. 35 ng/ µl 4  16  140 + + + 
10. 35 ng/ µl 2 18  70 ++ 
11. 35 ng/ µl 1  19  35 + 
 
+ + +  přítomnost DNA detekována silně 
+ + přítomnost DNA detekována zřetelně 
+     přítomnost DNA detekována slabě 
-       přítomnost DNA nedetekována 
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⇒  Ve všech výrobcích nebyla v eluátech přítomnost DNA detekována. Koncentrace DNA 
byla menší než 35 ng/20 µl tedy menší než 1,7 ng/µl. Množství DNA může být postačující 
pro PCR.  
 
4.2 Amplifikace (1µl) DNA izolované z  mléčných výrobků pomocí magnetických 
nosičů 
 
Pro amplifikaci s primery specifickými pro rod Lactobacillus byl použit 1 µl eluované DNA 
z výrobků č. 4 - 7 a 30 cyklů PCR. Agarózová gelová elektroforéza amplikonů je na obr. 8. 
 
 
Obr. 8 Gelová elektroforéza PCR produktů č. 4, 5, 6 a 7 po amplifikaci 1µl DNA izolované 
z mléčných výrobků č. 4 – 7. PCR byla provedena v 30 cyklech. 
 
běh č. vzorek Množství DNA matrice v PCR směsi [µl] 
Detekce PCR 
produktu 
1. K- - - 
2. K+ (10 ng/µl) 1 + + + 
3. výrobek č. 7 1 - 
4. výrobek č. 6 1 + 
5. výrobek č. 5 1 - 
6. výrobek č. 4 1 - 
7. 100 bp ladder   
 
+ + +  PCR produkt detekován silně 
+ + PCR produkt detekován zřetelně 
+     PCR produkt detekován slabě 
-       PCR produkt nedetekován 
K+  pozitivní kontrola 
K-  negativní kontrola 
100 bp DNA standard  
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⇒  Slabý PCR produkt byl detekován pouze po amplifikaci DNA izolované z výrobku č.6. 
Silný PCR produkt byl detekován po amplifikaci kontrolní DNA (10 ng/µl).  
 
4.3 Amplifikace DNA (5 µl) izolované z mléčných výrobků pomocí magnetických 
nosičů – 30 cyklů PCR 
 
Vzhledem k tomu, že při použití 1 µl DNA matrice nebyl detekován PCR produkt, bylo pro 
amplifikaci s primery specifickými pro rod Lactobacillus použito 5 µl DNA matrice a 30 
cyklů PCR. Agarózová gelová elektroforéza amplikonů je uvedena  na obr. 9. 
 
 
 
Obr. 9 Gelová elektroforéza produktů PCR (250 bp) získaných amplifikací 5µl DNA 
izolované z mléčných výrobků č. 1 - 7 pomocí magnetických nosičů. PCR byla provedena 
v 30 cyklech.   
 
běh č. DNA Množství DNA matrice v PCR směsi [µl] 
Detekce PCR 
produktu 
1. K- - - 
2. výrobek č. 1 5 + 
3. výrobek č. 2 5 + + 
4. výrobek č. 3 5 + 
5. výrobek č. 4 5 - 
6. výrobek č. 5 5 - 
7. výrobek č. 6 5 + + + 
8. výrobek č. 7 5 + 
9. K+ (10 ng/µl) 5 + + + 
10. 100 pb ladder   
 
+ + +  PCR produkt detekován silně 
+ + PCR produkt detekován zřetelně 
+     PCR produkt detekován slabě 
-       PCR produkt nedetekován 
K+  pozitivní kontrola 
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K-  negativní kontrola 
100 bp DNA standard  
 
⇒  Po amplifikaci DNA izolované z výrobků č. 1, 2, 3, 6, 7 a v pozitivní kontrole byly 
detekovány amplikony různé intenzity. Po amplifikaci DNA izolované z výrobků č. 4 a 5 
žádný amplikon detekován nebyl.  
 
4.4 Amplifikace DNA (5 µl) izolované z mléčných výrobků pomocí magnetických 
nosičů – 40 cyklů PCR 
 
S cílem zvýšení citlivosti PCR byly připraveny další PCR směsi. Pro amplifikaci s primery 
specifickými pro rod Lactobacillus bylo použito 5 µl DNA matrice a 40 cyklů PCR. Výsledky 
agarózové gelové elektroforézy amplikonů jsou uvedeny na obr. 10. 
 
 
 
Obr. 10 Gelová elektroforéza produktů PCR (250 bp) získaných amplifikací 5µl DNA 
izolované z mléčných výrobků pomocí magnetických nosičů. PCR byla provedena v 40 
cyklech. 
 
běh č. vzorek Množství DNA matrice v PCR směsi [µl] 
Detekce PCR 
produktu 
1. K- - - 
2. K+ (10 ng/µl) 5 + + + 
3. výrobek č. 7 5 + + 
4. výrobek č. 6 5 + + 
5. výrobek č. 5 5 + + 
6. výrobek č. 4 5 + 
7. výrobek č. 3 5         +     * 
8. výrobek č. 2 5 + + + 
9. výrobek č. 1 5 + 
10. 100 pb ladder   
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+ + +  PCR produkt detekován silně 
+ + PCR produkt detekován zřetelně 
+     PCR produkt detekován slabě 
-       PCR produkt nedetekován 
K+  pozitivní kontrola 
K-  negativní kontrola 
100 bp DNA standard  
 
 *  velmi slabý amplikon, při opakované amplifikaci byl PCR produkt intenzivnější  
 
⇒  V rodově specifické PCR došlo k amplifikaci specifických PCR produktů po amplifikaci 
DNA izolované ze všech analyzovaných výrobků. Byl detekován amplikon o délce 250 bp 
v různých intenzitách (v závislosti na množství cílové DNA).  
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4.5 Shrnutí výsledků detekce bakterií rodu Lactobacillus v mléčných výrobcích 
pomocí PCR 
 
Tab. 3 Shrnutí výsledků identifikace bakterií rodu Lactobacillus v mléčných výrobcích 
pomocí PCR 
 
Výrobek 
č. Název výrobku 
Uvedena přítomnost 
bakterií 
Detekce specifického PCR 
produktu (5 µl DNA / 40 
cyklů) 
1 
Vian- jogurt krémový bílý 
s prob. kulturou 
HOLLANDIA Karlovy Vary 
a.s. 
Bifidobacterium a 
Lactobacillus 
acidophilus 
+ 
2 
Smetanový jogurt bílý 
Mlékárna Valašské Meziříčí 
spol s.r.o. 
živá jogurtová kultura * + 
3 
Selský jogurt s irskou 
kávou 
HOLLANDIA Karlovy Vary 
a.s. 
Bifidobacterium a 
Lactobacillus 
acidophilus 
+ 
4 
Jogurt peach 
Okregowa Spóldzielnia 
Mleczavska 
Bifidobacterium a 
Lactobacillus 
acidophilus 
+ 
5 
Jihočeský tradiční jogurt 
bílý 
MADETA 
jogurtová kultura * + 
6 
Probiotic drink classic - 
laktos 
Baden Austria 
Lactobacillus casei, 
Lactobacillus 
acidophilus LA 5, 
Bifidobacterium lactis 
BB12 
+ 
7 ACTIVIA- bílá Danone a.s. 
jogurtová kultura * a 
bifidokultura + 
 
+ detekován PCR produkt o velikosti 250 bp 
- PCR produkt nedetekován 
* jogurtová kultura obsahující: Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus [19] 
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5 DISKUZE 
 
Molekulárně biologické postupy, které jsou založeny na amplifikaci DNA in vitro, jako je 
polymerázová řetězová reakce, jsou v poslední době velice využívané metody pro identifikaci 
mikroorganismů v potravinách a jiných komplexních vzorcích. PCR se využívá k identifikaci 
jak prospěšných bakterií (bakterií mléčného kvašení) tak i k identifikaci patogenních 
mikroorganismů. [12] Tato práce byla zaměřena na identifikaci bakterií rodu Lactobacillus 
v 7 vzorcích jogurtu/jogurtových nápojů.  
 
5.1 Izolace bakteriální DNA z mléčných výrobků 
 
Z vybraných mléčných výrobků byly nejdříve připraveny hrubé buněčné lyzáty, ze kterých 
byla následně izolována DNA pomocí magnetických nosičů. Přítomnost izolované DNA byla 
kontrolována gelovou elektroforézou na 0,8 % agarózovém gelu.  
Magnetické částice byly již dříve s úspěchem použity pro izolaci DNA v kvalitě vhodné pro 
PCR. [20] 
 
5.2 Stanovení množství DNA izolované z mléčných výrobků  
 
Bylo odhadnuto množství DNA izolované z mléčných výrobků pomocí magnetického nosiče 
porovnáním s různým množstvím DNA Lactobacillus salivarius (35 ng, 70 ng, 140 ng a 
280 ng). Izolovaná DNA nebyla na gelu vizualizovatelná, protože ji bylo velmi málo              
(< 1,7 ng/μl). Pro PCR však mohlo být toto množství dostatečné.  
 
5.3 Identifikace bakterií rodu Lactobacillus ve vybraných mléčných výrobcích 
pomocí PCR  
 
Pro provedení PCR reakce byly použity specifické primery pro rod Lactobacillus R-16 1 a 
LbLMA-1. [9] PCR směs byla namíchána dle tabulky 2. První sada PCR byla provedena 
s výrobky č. 4, 5, 6 a 7. Do PCR byl nejdříve použit 1 μl eluované DNA. Při použití tohoto 
množství DNA nedošlo k dostatečné amplifikaci všech PCR produktů. Ve výrobcích             
č. 4 – jogurt peach, 5 – jihočeský jogurt Madeta a 7 – activia bílá, nebyl PCR produkt pomocí 
agarózové gelové elektroforézy detekován.V těchto amplifikačníh směsích bylo zřejmě malé 
množství DNA. Byla provedena další sada PCR se všemi výrobky a to s upraveným 
množstvím DNA matrice (dle tabulky 2). Do PCR směsi bylo navýšeno množství DNA 
matrice celkem 5x. 
Při tomto testování bylo zvýšeno množství DNA matrice na 5 µl a naopak množství vody pro 
PCR bylo sníženo na 15 µl, aby zůstalo zachováno celkové množství PCR směsi 25 µl. Při 
použití 5 µl DNA matrice byly detekovány PCR produkty po amplifikaci DNA izolované 
z více výrobků, než v předchozí sadě PCR, kdy byl použit 1 µl DNA matrice. To potvrdilo 
předchozí úvahu, že v amplifikační směsi bylo málo DNA, a že snížená citlivost PCR nebyla 
způsobena přítomností inhibitorů PCR, které se v mléčných výrobcích vyskytují. Jelikož 
nebyl další amplifikací PCR produkt detekován u výrobků č. 4 – jogurt peach a 5 – jihočeský 
jogurt Madeta, byl pro třetí sadu PCR navýšen počet cyklů na 40. 
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Agarózovou gelovou elektroforézou byly detekovány PCR produkty po amplifikaci DNA 
izolované ze všech výrobků. PCR produkty byly různé intenzity. Amplikon z výrobku č. 3 byl 
velmi slabý. Při opakované amplifikaci byl i tento PCR produkt detekován intenzivněji. Na 
základě výsledků uvedených v tabulce 3 můžeme potvrdit přítomnost bakterií rodu 
Lactobacillus ve všech vybraných mléčných výrobcích.    
Lactobacillus byl prokázán ve všech výrobcích s deklarovanou přítomností bakterií rodu 
Lactobacillus a ve výrobcích s jogurtovou kulturou. To je ve shodě s naším předpokladem 
pozitivní detekce amplikonu, protože jogurtová kultura obsahuje vedle druhu Streptococcus 
thermophilus druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. 
Pomocí magnetického nosiče byla z jogurtů/jogurtových nápojů izolována DNA v kvalitě 
vhodné pro PCR. V této DNA byla pomocí PCR prokázána přítomnost bakterií rodu 
Lactobacillus u všech analyzovaných výrobků. 
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6 ZÁVĚR 
 
Cílem bakalářské práce bylo izolovat genomovou DNA z mléčných výrobků (jogurtů a 
jogurtových nápojů) v kvalitě pro použití v PCR. K izolaci DNA z vybraných mléčných 
produktů byl použit magnetický nosič Fkol 77ox (2mg/ml). DNA eluovaná do magnetického 
nosiče byla použita pro PCR.  
Pomocí rodově specifických primerů R 16 a LbLMA-1 [9] byl amplifikován PCR produkt      
o délce 250 bp. Magnetický nosič se ukázal jako vhodný pro izolaci DNA z analyzovaných 
mléčných výrobků v dostatečné kvalitě pro použití PCR. Při použití 40 cyklů PCR byla 
prokázána přítomnost bakterií rodu Lactobacillus ve všech 7 testovaných výrobcích. U všech 
těchto výrobků byla deklarována výrobcem přítomnost bakterií rodu Lactobacillus a 
jogurtové kultury. 
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